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@ Maskierung der Hintergrundfiuoreszenz und Signaiveratarkung bei der optischen Analyse biologisch 
medizintscher Assays 

@ Bei einem Verfahren zur quantitativen optischen Analyse 
von fluoreszenzmarkierten biologischen Zaiten (5) steht eine 
ZeDschicht auf einem transparenten Trager am Boden (2) 
eines Reaktionsgefd&as (1) mit einer den Ruoreszenzfaii)- 
stoff (4) enthaitenden Losung (3) in Kontakt Die Empfind- 
iichkeit des analytischen Nachwelses kann erheblich verbes- 
sert warden, wenn der Losung (3) zusatzlich zu dam bereits 
vorhandenen Fluoreszenzfarbstoff (4) ein Maskierungsfarb- 
stoff (9) hinzugegeben wird, welcher das Anregungslicht (6) 
fur den Ruoreszenzfarbstoff (4) und/odersein Emtssionslicht 
(7) absorbiert. Anstelfe des Maskiarungsfarbstoffes (9) in der 
Losung kann auf die Zelischtcht am Boden (2) auch eine fQr 
die Losung durchiassige. das Anregungslicht (6) Oder das 
Emisslonsiicht (7) absorbierende und/oder reflektierenda 
Trennschicht (10) aufgebracht werden. Dieses Verfahren 
kann auch zur Verbesserung der Empfindlichkeit bei der 
quantitativan optischen Anafysa einer iumineszenten biologi- 
schen 2^llschicht angewandt werden. Die Trennschicht (10) 
muB in diesem Fail so beschaffen sein, daB sle ein hohes 
Ref iexionsvermogen fur das Lumineszenzllcht (1 1 ) besitzt 
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BeschreVng Assay zu verbessenSPi z. B. mdglichst geringe Mem- 

branpotentialanderungen auf der Basis von Fluores- 

Die Exfindung geht aus von einem Verfahren zur zenzandeningen potemialsensitiver Farbstoffe messen 
quantitativen optischen Analyse von fluoreszenzmar- zu konnen. Dabei soil die Empfindlichkeit des MeBsy- 
kierten, mil einer Fluoreszenzfarbstofflosung in Kon- 5 stems so hoch sein, daB sich Potentialanderungen unter 
takt stehenden oder von lumineszenten Zellen, die in 5 mV mindestens quaiitativ nachweisen lassen. Im Falle 
Fonn einer zusammenhangenden Zellschicht auf einem von lumineszenten Zellen soU eine Steigerung in der 
transparenten Trager am Boden eines Reaktionsgefa- Detektion des Lumineszenzsignals erreicht werden.Au- 
Bes aufgebracht sind. Berdem soli die Methode fur ein Screening mit hohem 

Fur die quantitative Analyse von fluoreszenzmarkier- 10 Probendurchsatz geeignet sein. 
ten Oder lumineszenten Zellen, die adharent auf transpa- 
renten Tragermaterialien bzw. in GefaBen rait transpa- Losung 
renten Boden wachsen (im weiteren als ReaktionsgefaB 

bezeichnetX wurde ein Verfahren entwickelt, mit dem . Die geforderte hobe Auflosung bei geringen Mem- 
die durch die Anregung gekoppelte, unspezifische Fluo- !5 branpotentialanderungen konnte erst erzielt werden, 
reszenz eines Fluoreszenzfarbstoffes, der sich nicht nur nachdem die Ursache fur die storende Oberlagerung 
in der Zelle befindet sondem auch stIUidig gelost im der unspezifischen Hintergnind- und der spezifischen 
Zeliaberstand vorliegen muB, vollstSndig unterdrflckt Fluoreszenz der Zellen beseitigt werden konnte. Das 
werden kann. Dies trifft vomehmlich auf die Farbstoffe hierzu entwickelte erHndungsgemiBe Verfahren beruht 
zu» die zu der Klasse der Verteilungsf arbstoff e gehdren, 20 auf der gnindsatzlich neuen Idee, die Anregungsenergie 
und die nach Eindringen in die Zellen nicht aus der und die nicht von dem biologischen Objekt stammende 
Losung entf emt werden durfen, well sonst die Fluores- Fluoreszenz zu maskieren. Hierzu wird neben dem 
zenzmarkierung diu-ch Diffusion in die extrazelluiare Fluoreszenzfarbstoff ein weiterer Farbstoff hmzuge- 
Phase verloren geht Desweiteren wurde ein modif izier- fugt, der das Anregungslicht des Fluoreszenzfarbstoffs 
tes Verfahren entwickelt, bei dem die unspezifische 25 und/oder dessen Emissionslicht vollkommen absorbiert, 
Fluoreszenz durch Einbringen einer Trennschicht von ohne die Huoreszenz der Zellen zu beeinflussen. Durch 
der spezifischen Fluoreszenz getrennt wird. Das Ein- diese Absorption wird erreicht, daB das unspezifische 
bringen einer reflektierenden Trennschicht verstarkt Hintergrundsignal maskiert und das Zell-Nutzsignal mit 
die spezifische Fluoreszenz, aber auch die Lumineszenz einer bisher nicht mdglichen Auflosung detektiert wer- 
von biologischen Zellen durch Ruckreflexion in Rich- 30 den kann. 

tung des MeBsensors. Eine im Rahmen der Erfindung liegende Altemativlo- 

sung besteht darin, daB auf die Zellschicht eine fur die 
Stand der Technik Losung durchlassige Trennschicht aufgebracht wird, die 

das Anregungslicht fi^ den Fluoreszenzfarbstoff und/ 
Ein Problem bei der Fluoreszenzmessung in biolo- 35 oder sem Emissionslicht absorbiert und/oder reflektiert, 
gisch medizinischen Assays besteht hiufig daiin, daB die ohne die Zelleigenschaften negativ zu beeinflussea Da- 
mit der biologischen Zellaktion korrelierten Fluores- bei wird die Dicke der Trennschicht so gewShlt, dafi im 
zenzandeningen klein gegenuber der unspezifischen Losungsansatz mit dem Fluoreszenzfarbstoff aber ohne 
Hintergrundfluoreszenz sind. Dadurch wird das Auflo- die Zellen keine Fluoreszenz mehr nachweisbar ist 
sungsvermogen stark eingeschrankt Herkdmmliche 40 Eine weitere Variante der Erfindimg besteht darin, 
kommerzielle MeBsysteme (Fluoreszenzreader, Fa. Dy- daB die Methode der erfmdungsgemaBen Trennschicht 
natech bzw. SLT) konnen das Problem nicht losen, weil auch zur Empfindlichkeitssteigerung bei der quantitati- 
durch ihre optischen MeBanordnung (Anregung von ven optischen Analyse von lumineszenten (selbstleuch- 
"oben" durch die fluoreszente Fliissigkeitssaule des tenden) biologischen ZeWen verwendet wird, die m 
Oberstands) das Signal im Vergleich zum Hintergrund 45 Form einer zusammenhangenden Zellschicht auf einem 
kaum detektiert werden kann. Gerate neuerer Kon- transparenten Trager aufgebracht sind. Zu diesem 
struktion (Fa. Labsystems), die die Zellen von der RQck- Zweck wird die ffir die Losung durchlassige Trenn- 
seite durch den transparenten Trtger des Reaktionsge- schicht so gewahlt, daB sie das Lumineszenzlicht mdg- 
faBes beleuchten, haben zwar den Vortdl, dafi bei Ein- lidist stark reflektiert, ohne die Zelleigenschaften nega- 
tritt des Anregimgslichts die Zellen zur Fluoreszenz an- 50 tiv zu beeinflussea Auf diese Weise kann die Lumines- 
geregt werden. Da das Anregungslicht aber weiter in zenzintensittt und damit der MeBeffekt betrtchtlich er- 
den ebenfalls fluoreszenten Uberstand eintritt, laBt es h5ht werden. 

sich nicht vermeiden, daB das unspezifische Hinter- Vorzugsweise besteht die Trennschicht aus polyme- 
grundsignal das Zellsignal verfalscht Selbst sehr auf- ren Latexkugelchen (z. B. Polystyrol, Polyurethan, Buta- 
wendige MeBsysteme (Fa. NovelTech, FUPR: Flures- 55 dien Acrylnitril). Die Latexkugelchen konnen dabei 
cence Imaging Plate Reader) kdnnen mit einer speziel- auch mit einem Maskierungsfarbstoff ge&bt sem, der 
len Laser-Beleuchtungsgeometrie (Anregung unter ca. in diesem Fall eine hinreichend grofie PolymeranfSrb- 
45®) diese Hintergrundfluoreszenz nur vermindem. barkeit aufweisen muB. 

Grund fur das Scheitem aller ProblemlSsungsversuche Bei dem zuerst erwahnten Verfahren soli sich der 
uber die MeBgeometrie ist der Umstand, daB hieruber €o Maskierungsfarbstoff mdglichst gut in der Losung, die 
cfie eigentliche Ursache fOr die Hintergrundfluoreszenz auch den Fluoreszenzfarbstoff m geldster Form enthalt, 
nicht entscheidend beeinfluBt werden kann. verteileiL Da das Ldsungsmittel in der Regel Wasser ist, 

wird zwedcmafiig ein Maskierun-sfarbstoff eingesetzt, 
Aufgabe der eine gute Wasserldstichkeit besitzt (> 2 g/ml) und 

65 keine zelltoxischenNebeneffekteaufweist 
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die Emp- GemSB einer Weiterentwicklung der Erfindung wird 
findlichkeit der optischen Analyse von fluoreszenzmar- nach dem Austausch des einen Fluoreszenzfarbstoff 
kierten oder lumineszenten Zellen in einem zelluliren entfaaltenden Oberstandes durch eine Fluoreszenzfarb- 
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stoff-freie Losung ein weiteFi^Maskierungsfarbstoff 
zugegeben, welcher eine unspezifische Fluoreszenz an 
der ReaktionsgefaBwand unterdrflckt 

Vorteile 

Mit der Erf indung werden folgende Vorteile erzielt: 
Das beschriebene neue Verfahren ist nicht an ein be- 
stimmtes MeBsystem gebunden, sondem kann» weil es 
keine spezifisch technische Losung darstellt, von vielen 
handelsublichen Geraten benutzt werden. Hierzu zah- 
len praktisch alle Fluoreszenzreader. die transparente 
ReaktionsgefaBe z. B. Mikrotiterplatten von der Unter- 
seite her beleuchten und auch messen konnen. Mit ei- 
nem sehr geringen Aufwand (minimale Zusatzkosten 
nur fiir die speziellen Absorptionsfarbstoffe) wird es 
hierdurch erstmals moglich, in einen Auflosungsbereich 
z. B. bei der Messung von Potentialanderungen in Zell- 
membranen durch Messung der Fiuoreszenzanderung 
potentialsensitiver Fluoreszenzfarbstoffe vorzudringen, 
der bisher unerreicht war. Erstmals wird es moglich, 
auch bei sehr kleinen Anderungen einen direkten Ver- 
gleich der Ergebnisse aus verschiedenen Reaktionsgefa- 
Ben (z, B. verschiedene Vertiefungen in einer Mikroti- 
terplatte) durchzufuhren. so daB auf das^aufwendige 
Verfahren der Bestimmung der relativen Anderung in 
einem ReaktionsgefaB verzichtet werden kann. Da- 
durch verringen sich die Anzahl der zu erfassenden 
MeBwerte z.B. fur Kinetikmessungen. Der zeitliche 
Aufwand fiir ein MeBprogramm wird deutlich reduziert 
und die Moglichkeit geschaffen, durch eine simple Ein- 
zehnessung (z. B. Endpunktbestinunung) unter Verwen- 
dung des Bezugs auf einen getrennten KontroUansatz 
gleiche Resultate zu erhalten. Die hierbei geforderte 
Uniformitat des biologischen Ansatz (z. B. homogene 
Zellschicht) ist z. B. fOr Mikrotiterplatten im allgemei- 
nengegeben. 

Oberraschenderweise zeigte die Anwendung ver- 
schiedener wasserldslicher Farbstoffe und auch deren 
Mischungen in den verschiedensten getesteten Zellen 
keine negative Auswirkung auf die Physiolo^e der Zel- 
len (z. B. Reaktion der Zellen im Vergleich zu elektro- 
physiologischen Messungen wie Whole-cell-patch- 
clamp, bzw. Effekte der imtersuchten Pharmaka). Auch 
der Einsatz von unloslichen Farbpigmenten bzw. anor- 
ganischen feinverteilten Teilchen wurde erstaunlich gut 
von den biologischen Objekten toleriert 

Durch das beschriebene einfache Verfahren der Mas- 
kicrung der Hintergrundfluoreszenz bei der quandtati- 
ven Fluoreszenzmessung in biologisch medizinischen 
Assays verbunden mit einer Steigerung der EmpBnd- 
lichkeit z. B. beim Einsatz von potentialsensitiven Fluo- 
reszenzfarbstoffen und die Adaptionsfahigkeit dieses 
Verfahrens z. B auf Mikrotiterplatten als Reakdonsge- 
fIBe wird der Einsatz solcher MeBtechniken das High- 
Throughput-Screening wesenliich vereinfachen, zumal 
zur Reafisierung der gescfailderten Vorteile kein erhdh- 
ter technischer Aufwand notwendig ist, sondem vorhan- 
dene kommerzielle MeQgerate dazu ausreichen. 

AusfOhrliche Beschreibung 

Im Folgenden wird die Erfindung an Hand von Aus- 
fOhningsbeispielen und Zeichnungen nSh r erliutert: Es 
zeigen: 

Fig. 1 ein ReaktionsgefaB fOr einen Fluoreszenzassay 
nach dem Stand der Technik, 
Fig. 2 die UnterdrQckung der Hintergrundfluores- 




zenz bei einem Flu^Vlenzassay mit einem Maskie- 
rungsfarbstoff im Oberstand, 

Fig. 3 die spektrale Anregung und Emission fiir einen 
Verteilungsfarbstoff und die spektrale Absorption des 
5 Maskierungsfarbstoffes, 

Fig. 4 die ortsabhangige Zellfluoreszenz ohne Mas- 
kierungsfarbstoff. 

Fig. 5 die ortsabhangige Zellfluoreszenz mit Maskie- 
rungsfarbstoff, 

10 Fig. 6 die Unterdruckung der Hintergrundfluores- 
zenz bei einem Fluoreszenzassay mit Hilfe einer Trenn- 
schicht, 

Fig. 7 die Verstarkung der Lumineszenz durch Ruck- 
reflexion an einer Trennschicht, 
15 Fig. 8 die Wandfluoreszenz bei einem Fluoreszenzas- 
say nach dem St d. T., . 

Fig. 9 die Unterdruckung der Wandfluoreszenz bei 
einem Fluoreszenzassay mit Hilfe eines Maskierungs- 
farbstoffes, 

20 In Fig. 1 ist ein ReaktionsgefaB 1 fur ein Fluoreszen- 
zassay mit einem transparenten Boden 2 dargestellt In 
dem ReaktionsgefaB 1 befmdet sich eine Fluoreszenz- 
farbstofflosung 3, in der die Fluoreszenzfarbstoffmole- 
kiile 4 schematisch angedeutet sind. Die Losung 3 wird 

25 auch als Oberstand bezeichnet Auf dem transparenten 
Boden 2 sind die zu untersuchenden biologischen Zellen 
angeordnet Durch den Boden 2 wird Licht (Anregungs- 
licht) 6 eingestrahlt, um die Zellen 5 zur Fluoreszenz 
anzuregen. Dem von den Zellen 5 ausgestrahlten FIuo- 

30 reszenzlicht 7 ist eine Hintergrundfluoreszenz-Strah- 
lung 8 uberlagert, die von den ebenfalls angeregten 
FluoreszenzfarbstoffmolekQlen 4 im Oberstand 3 her- 
rOhrt Fur die biologisch-analytische Untersuchung und 
Auswertung der Zellen 5 ist aber nur das Fluoreszenz- 

35 licht 7 maBgebend. Da aber bei alien bekannten Fluo- 
reszenz-Analysegeraten die Hintergrundfluoreszenz 8 
mit erfafit wird, gehen kleine Fluoreszenzunterschiede 
der Zellen 5 vor der starken Hintergrundfluoreszenz 8 
unter, was zu einem deutlichen Empfindlichkeitsverlust 

40 fiihrt 

Dieser Nachteil kann durch das erfindungsgemiBe 
Verfahren nach Fig. 2 dadurch vermieden werden, daB 
die Hintergrundfluoreszenz durch einen Maskierungs- 
farbstoff im Oberstand 3 unterdruckt wird. Die in Fig. 1 

45 vorhandene Hintergrundfluoreszenz 8 wird gem. Fig. 2 
vollstandig im Oberstand absorbiert Der zu dem Ober- 
stand 3 hinzugefugte Maskierungsfarbstoff (schema- 
tisch mit 9 bezeichnet) kann entweder *m gelSster Form 
Oder in fein verteilter disperser Phase (farbpigmenderte 

50 Systeme) vorliegen. Bevorzugt werden jedoch losliche 
Farbstoffe eingesetzt, weil hier die Zugabe besonders 
einfach mit Hilfe einer Pipette erfolgen kann und weil 
im Gegensatz zu einem Pigment-System die physikali- 
schen Einflusse der TeilchengroBenverteilung und von 

55 Sedimentationsprozessen und Schichtdlckenungieich- 
m&Bigkeiten nicht berQdcsichtigt werden miissen. 

An die Eigenschaften eines derartigen Farbstoffs 
werden folgende Anforderungen gestellt: 
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— bei Verwendung eines loslichen Absorpdons- 
farbsto^es gute Wasserloslichkeit fur den Einsatz 
in biologischen Assays 

— keine Membrangangigkeit des Farbstoffs, um 
eine Anfarbung der Zellen zu vermeiden 

— hohe spe^fische Absorption im Excitations- 
und/ der Emissions-WellenUUigenbereich des 
Fluoreszenzfarbstoffes 

— keine toxischen Nebeneff ekte (Vermeidung von 
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Zellschadigungen). 



Als gute Wasserlosiichkeit wird eine L6slichkeit von 
> 2 mg/ml angesehen. Die Zeiltoxizitat kann mit Hilfe 
bekaimter Testverfahren (z.B. Zytotoxmtttstest) be- 
stimmt werden. Fig. 3 zeigt die optischen (spektralen) 
Eigenschaften eines Fluoreszenz- und eines Maskie- 
rungsfarbstoffes in einem Diagramm. Die Kurve A zeigt 
die spektrale Verteilung des Anregungslichtes, die Kur- 
ve B die spektrale Verteilung des emittierten Fluores- 
zenzlichts fur den handelsiiblichen Verteilungsfluores- 
zenz-Farbstoff Bis-(13-dibutylbarbituricacid)trimetha- 
neoxonol (Dibac4(3)) und die Kurve C die spektrale 
Transmission (Absorptionsspektnmi) des verwendeten 
Maskierungsfarbstoffs (Brilliant Black BN, CI. 28440, 
Food Black 1, z. B. Sigma B-8384). Man erkennt. daB der 
Maskierungsfarbstoff im Wellenlangenbereich der An- 
regung und Emission des Fluoreszenzfarbsto^s fast 
voUstandig absorbiert 

Die Kontrastverbesserung bzw. Empfmdlichkeitsstei- 
gerung laBt sich noch besser an Hand der Fig. 4 und 5 
verstehen. Zur Demonstration der Wirkung des Maskie- 
rungsfarbstoffs auf die unspezifische Hintergnmdfluo- 
reszenz wurden zwei Videoaufnahmen von dem glei- 
chen Bildausschnitt vor und nach Hinzufdgen von 
100(ig/ml des loslichen Maskierungsfarbstoff es Brilli- 
antschwarz in Anwesenheit des potentialsensitiven 
Fluoreszenzfarbstof fes Dibac4(3) (5 {iM) gemacht Beide 
Male wurden dieselbe Videozeile bildanalytisch ausge- 
wertet und die beiden Fluoreszenzintensitatsprotile 
iiber die identischen Ausschnitte im Reaktionsge^ 
dargestelit Der Bereidi Z entspricht dabei dem Bereich, 
in dem sich die Zellschicht, d. h. die biologische Probe 
beHndet, w^end rechts davon in der Zone 0 zum 
grdfiten Teil das vom Oberstand herkommende Fluo- 
reszenzsignal gemessen wird Der MeBbereich des Auf- 
nahmesystems (8 bit) liegt zwischen 0 (schwarz) und 255 
(weiB). Fur die unmaskierte Aufnahme ergibt sich ein 
Kontrastverhaltnis von ca. 1 : 3,6 (IntensitatsverhSltnis 
der dunkelsten und hellsten Bildanteile) und im Falle der 
maskierten Aufnahme ein Kontrastverhaltnis von ca. 
1 : 14,4. Das entspricht einer Kontraststeigerung um den 
Faktor4. 

ESne alternative Mdglichkeit, das Verhaltnis von 
Nutz- zu Fixntergnmdsignal zu verbessem* besteht ge- 
mafi Flg.6 in einer Oberlagerung der Zellschicht mit 
dner feinteiligen optischen Trennsdiicht 10. Die Trenn- 
schicht 10 besteht zweckmiBig aus einem feinteiligen 
anorgamschen WeiBpigment, wie z. E T1O2 oder M2O3. 
Hierdurch wird nicht nur die Hlntergrundfluoreszenz- 
strahlung aus dem Oberstand 3 abgeschirmt, sondem 
auch die meBbare GroBe der Zellfluoreszenz durch Re- 
flexion an den anorganischen Teilchen verst^kt 

Aitemativ kann ie Trennschicht aus polymeren Lat- 
exkugelchen mit einem Durchmesser vorzugsweise im 
Bereich von 200 nm bis 5 jim bestehea Geeignete Poly- 
mere sind z. B. Polystyrol, Polyurethan, Butadien Acryl- 
nitril Die LatexkQgelchen kdnnen auch mit einem ge- 
eigneten Maskierungsfarbstoff angefarbt werden. fQr 
den die gleichen Kriterien gelten, wie.fur den der Ld- 
sung zugefQgten Absorptionsf arbstoff (s. oben). Eine ge- 
eignete Far^offldasse sind z. E ^Resoline. 

In Lununeszenz- Assays (selbstleuchtende Zellen) be- 
steht gnindsatzlich die Anforderung, die spezifisch 
sehr geringe Lichtintensitat einer biol gischen Zelle mit 
hoher Empfindlichkeit zu detektieren. Durch Einbrin> 
gen einer reflektierenden Trennschicht 10 gemaB Fig. 7 
kann, analog zur Methode der Unterdrfldning der Hin- 



tergrundfluoreszeflP^em. Fig. 6). das Lumineszenzsi- 
gnal der biologischen Zellen verstarkt werden. Hierbei 
werden Strahlungsanteile 11 des ungerichteten Lumi- 
neszenzlichtes in Richtung des Detektors reflektiert und 
5 erhohen so das spezifische MeBsignaL 

Bei einer Vielzahl anderer fluoreszenter Testverfah- 
ren an biologischen Zellen ist es im Gegensatz zu Ver- 
teilungsfarbstoffen moglich, den Fluoreszenzfarbstoff 
nach Anfarbung der Zellen durch Ldsungswechsel aus 
10 dem Oberstand zu entfemen. Der Fluoreszenzfarbstoff 
FURA2-AM wird z. B. nach Eindringen in die Zelle in 
den freien Farbstoff gespalten und verliert hierbei seine 
Zellmembranpermeabilitat Dadurch kommt es zu einer 
Anreichenmg des impermeablen Fluoreszenzfarbstof- 
15 fes in der Zelle. In diesem Fall kann der fluoreszente 
Oberstand 3 durch eine Fluoreszenzfarbstoff-freie Ld- 
sung 3a ausgetauscht werden, ohne die speziHsche Zell- 
fluoreszenz zu verandem. Die unspezifische Hinter- 
grundfluoreszenz des Oberstandes wird auf diese Weise 
20 entfemt FURA2-AM farbt jedoch ReaktionsgefaBe 
nachhaltig an (Wandfluoreszenz) und erzeugt so ein an- 
deres unspezifisches Fluoreszenzsignal, das der Hinter- 
grundfluoreszenz von Verteilungsfarbstoffen vergleich- 
bar ist Dieser Sachverhalt ist in Fig. 8 dargestellt In 
25 diesem Fall geht also die Hintergrundfluoreszenzstrah- 
lung 8 auf die an den GefaBwanden anhaftenden Fluo- 
reszenzfarbstoffmolekille 4 zuruck. Durch Einbringung 
von Maskierungsfarbstoffen in den Fluoreszenzfarb- 
stoff-freien Oberstand 3a kann auch dieses unspezifi- 
30 sche Fluoreszenzsignal vollstandigunterdruckt werden. 

PatentansprQche 

1. Verfahren zur quantitativen optischen Analyse 
35 von fluoreszenzmarkierten biologischen Zellen (5), 

die in Form einer zusammenhangenden Zellschicht 
auf einem transparenten Trager am Boden (2) eines 
Reaktionsgefilks (1) aufgebracht sind und mit ei- 
ner den Fluoreszenzfarbstoff (4) enthaltenden L6- 

40 sung (3) in Kontakt stehen, dadurch gekennzeich- 
net daB der Losung (3) zusatzlich zu dem bereits 
vorhandenen Fluoreszenzfarbstoff (4) ein Maskie- 
rungsfarbstoff (9) hinzugegeben wird, welcher das 
Anregungslicht (6) fur den Fluoreszenzfarbstoff (4) 

45 und/oder sein Emissionslicht (7) absorbiert, ohne 
die Zelleigenschaften negativ zu beeinflussen. 

2. Verfahren zur quantitativen optischen Analyse 
von fluoreszenzmarkierten biologischen Zellen, die 
in Form einer zusammenhSlngenden Zellschicht auf 

50 • einem transparenten Trager am Boden (2) eines 
ReaktionsgefaBes (1) aufgebracht sind und mit ei- 
ner den Fluoreszemdfarbstoff (4) enthaltenden L5- 
sung (3) in Kontakt stehen, dadurch gekennzeich- 
net, daB auf die Zellschicht eine fiir die Ldsimg 

55 durchlassige Trennschicht (10) aufgebracht wird, 
die das Anregungslicht (6) fiir den Fluoreszenzfarb- 
stoff (4) imd/oder sein Emissionslicht (7) absorbiert 
und/oder reflektiert, ohne die Zelleigenschaften ne- 
gativ zu beeinflussen. 

60 3. Verfahren zur quantitadven optischen Analyse 
von lumineszenten (selbstleuchtend) biologischen 
ZeUen, die in Form einer zusammenhangenden 
Zellschicht auf einem transparenten Trager am Bo- 
den (2) eines ReaktionsgeflBes (1) aufgebracht ^d, 

65 dadurch gekennzeichnet daB auf die Zellschicht ei- 
ne fQr die Losung (3) durchlassige Trennschicht (10) 
aufgebracht wird, die das Lumineszenzlicht (11) re- 
flektiert, hne die Zelleigenschaften negativ zu be- 
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einflussen* 

4. Verfahren nach Anspruch 2 bis 3, dadurch ge- 
kennzeichnet daB als Trennschicht (10) eine Schicht 
aus polymeren Latexkugelchen verwendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekenn- 5 
zeichnet daB die polymeren LatexkUgelchen mit ei- 
nem Maskieningsf arbstoff gefarbt sind. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet daB der Maskierungsfarbstoff eine gute 
Wasserloslichkeit und keine zelltoxischen Neben- 10 
effekte aufweist 

7. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet daB bei einem Austausch des einen 
Fluoreszenzf arbstoff (4) enthaltenden Oberstandes 
(3) durch eine Fluoreszenzfarbstoff-freie Losung 15 
(3a) ein Maskierungsfarbstoff zugegeben wird, wel- 
cher die unspezifische, von der angefarbten Reak- 
tionsgefiBwand ausgehende Fluoreszenz unter- 
drflckL 

20 
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